ציון הדוח 90

דוח 2 פיסיו צמח

שלב א: בדיקת פעילות העמילאז כפונקציה של זמן האינקובציה אנזים – סובסטרט.

בשלב זה של הניסוי הפקנו אנזים מזרעי שעורה בני יומיים. סיפקנו לאנזים המופק עמילן וביצענו אינקובציה בזמנים שונים. לפי מדידת בליעה זיהינו את כמות העמילן שנותרה ולפי כך את הכמות שפורקה ע"י האנזים. להלן התוצאות:

זמן Sec
0
30
60
90
120
150

בליעה OD
0.831
0.657
0.359
0.312
0.051
0.017


0.841
0.587
0.251
0.132
0.157
0.009

בליעה ממוצעת
0.836
0.622
0.305
0.222
0.104
0.013

הפרש הבליעה
0
0.214
0.531
0.614
0.732
0.823

עפ"י תוצאות אלה שורטט הגרף המצורף ונקבע זמן האינקובציה האופטימלי. זמן זה הינו הזמן המתקבל לאחר שני שלישים מחלקו הלינארי של הגרף. הזמן שנקבע הוא 110 שניות.

שלב ב: השפעת גיל הנבט על פעילות העמילאז.

בחלק זה נבדקו הבדלים בפעילות האנזים עמילאז בנבטים בני 0,1,2,4 ימים. בבדיקה זו זמן האינקובציה נשאר קבוע ע"מ לבחון את הבדלי הפעילות בנבטים עצמם בתנאים זהים. לפי הנוסחה הנתונה חישבנו את הפעילות. להלן התוצאות:

          10מ"ל                       0.75מ"ג * הפרש בליעת האור

          -------- * 2 * ------------------------------------------   = פעילות העמילאז

         0.15מ"ל        10 זרעים * 1.83דקות * הבליעה בזמן 0

גיל הנבט בימים
0
1
2
4

זמן אינקובציה   Sec
0
110
0
110
0
110
0
110

בליעת אור   O.D.
1.121
0.684
0.891
0.433
0.836
0.116
0.554
0.051



0.796

0.467



0.044

בליעה ממוצעת O.D.
1.121
0.74
0.891
0.45
0.836
0.116
0.554
0.0475

הפרשי הבליעה O.D.
0.381
0.441
0.72
0.5065

פעילות האנזים [מ"ג\(זרע*דקה)]
1.857
2.7
4.7
4.99

מתוך הגרף ניתן להסיק כי ביום האפס פעילות האנזים היא ברמה בסיסית. הפעילות שהתקבלה גבוהה מן הצפוי מכיוון שבזרעים לפני תחילת תהליך הנביטה לא אמור להמצא כלל אנזים העמילאז מכיוון שלא הופרש עדיין הורמון הג'יברלין הגורם לסינתזת עמילאז. יתכן כי עקב העובדה שהזרעים הושרו במים החלה פעילות מסויימת, אך גם הסבר זה לא הגיוני מכיוון שתוצאה גבוהה בהרבה מהמצופה. יש לשער שטעינו בבחירת הזרעים לשלב זה, או בביצוע אחד משלבי המדידה. ביום הראשון חלה עליה מסויימת וביום השני חלה עליה דרסטית בפעילות. ניתן לראות כי הפעילות הגיעה לשיאה ביום הרביעי. זאת ניתן להסביר בעובדה שאין באפשרותו של הנבט עדיין לבצע פוטוסינתזה לפני גיל 4 ימים ולכן עליו להשתמש בחמרי התשמורת הקיימים בזרע – במקרה זה עמילן. יש לצפות שעם הווצרות עלים וביצוע תהליך הפוטוסינתזה, וכן עם הירידה בכמות העמילן ברקמת האנדוספרם, תפסק פעילות וסינתזת העמילאז. כמו כן נצפתה תופעה זו בחיתוך הזרעים בני היום האחד וארבעת הימים והסתכלות בבניקולר. ניתן היה לראות כי לזרעים הצעירים יש מלאי עמילן רב בעוד שהעובר בהם קטן מאד. בנבטים הבוגרים יותר לא היה כמעט מלאי עמילן אך הנבט שלהם היה מפותח בהרבה. עפ"י הספרות שיא פעילות העמילאז היא בין הימים הרביעי והחמישי, עובדה התואמת את תוצאות הניסוי שלנו.

שלב ג: השפעת חומצה גיברלינית על פעילות העמילאז בחצאי זרעי שעורה חסרי עובר.

תוצאות הניסוי:

מבחנה מס' 1: 10-6M GA3 (ג'יברלין פעיל)

מבחנה מס' 2: ביקורת (ללא ג'יברלין)

מבחנה מס' 3: 10-6M GA3 + 10 g/ml Cyclohexamide (ג'יברלין פעיל + מעכב סינתזת חלבונים באאוקריוטים).

מבחנה מס'
זמן     Sec  אינקובציה
בליעת אור O.D.
בליעה  O.D.  ממוצעת
הפרש    O.D. הבליעה
פעילות האנזים O.D./min

1
0
0.835
0.835
0.388
0.517


45
0.427
0.447





0.466




2
0
0.802
0.802
-0.047
0


45
0.831
0.849





0.866




3
0
1.089
1.089
0.117
0.156


45
1.001
0.972





0.943




